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(54) Verfahren zur spezifischen Bestimmung von DNA-Sequenzen mittels paralleler 
Amplifikation 



(57) Die Erfindung betriffl ein allgemeines Verfahren 
zur spezifischen Bestimmung von DNA-Sequenzen mit- 
tels paralleler Amplifikation durch verschachtelte Poly- 
merasekettenreaktion in einem kombinierten Flussig- 



phasen/Festphasen-DNA-Microarray-system, sowie 
da von abgeleitete Modifikationen zur Bestimmung von 
z.B. Punktmutationen und zum Sequenzieren von 
DNA-Teilbereichen, welche nach einer besonderen 
Ausfuhrungsform auch unbekannt sein konnen. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein allgemei- 
nes Verfahren zur spezifischen Bestimmung von 
DNA-Sequenzen mittels paralleler Amplification durch 
verschachtelte Polymerasekettenreaktion (im folgen- 
den auch PCR = engl. "Polymerase Chain Reaction") in 
einem kombinierten Flussigphasen/Festpha- 
sen-DNA-Microarraysystem (ein solches Festphasen- 
Microarraysystem wird unabhangig vom konkret daran 
immobilisierten Biomolekul (hier DNA) allgemein auch 
als "Biochip" bezeichnet). Ausgehend von diesem all- 
gemeinen Verfahren, das als solches bereits den Nach- 
weis bestimmter Analyten in einer zu analysierenden 
Probe gewahrleistet, betrifft die vorliegende Erfindung 
gleicherma&en davon abgeleitete Verfahren zur Be- 
stimmung von Punktmutationen und allelischen Varian- 
ten sowie Verfahren zur Bestimmung der Sequenz von 
DNA-Teilbereichen, und zwar auch von unbekannten 
DNA-Teilbereichen. 

[0002] Im Rahmen der voriiegenden Beschreibung 
wird der Begriff "parallel" kontextabhangig mit zwei un- 
terschiedlichen Bedeutungen verwendet. Zum einen ist 
z.B. die unten erwahnte parallele Bestimmung der ein- 
zelnen Sequenzbausteine durch Verwendung unter- 
schiedlicher Primer moglich, d.h. der Multiplexbetrieb, 
zum anderen bedeutet "parallele" Amplication unter 
konkreter Bezugnahme auf ein erfindungsgema&es 
Verfahren die gleichzeitige Amplifikation von Nuclei n- 
sauren sowohl in der flussigen als auch an der festen 
Phase mittels erfindungsgemafJ bezeichneter P 3 -Pri- 
mer. 

[0003] Im folgenden werden die Begriffe Sonde, 
PCR-Primer bzw. Primer je nach der Funktion des be- 
treffenden Oligonucleotids verwendet. Ein Oligonucleo- 
tid, das als Primer zur spezifischen Amplifikation von 
Zielsequenzen verwendet werden kann, kann auch als 
Sonde zum Nachweis der Zielsequenz verwendet wer- 
den. 

[0004] Ein Festphasen-Microarraysystem und ein 
Verfahren zur Analyse von markierten DNA-Sequenzen 
durch Hybridisierung an auf einem festen Trager immo- 
bilisierte Sonden und durch Bestimmung der Lokalisie- 
rung der Markierung auf derOberflache ist beispielswei- 
se aus EP 0 373 203 bekannt. 
[0005] Fur eine solche DNA-Microarray-Analyse sind 
eine Reihe von Einzelschritten notig. So muB die Pro- 
ben-Nucleinsaure direkt Oder in Form einer Kopie mar- 
kiert werden, oder aber es wird mit einer Fanger-Nuclein- 
saure auf dem Mikroarray und einer zweiten Detektions- 
sonde in Losung gearbeitet. Dabei ist fur viele Anwen- 
dungen, wie z.B. den Nachweis von biologischen Kon- 
taminationen, die Amplifikation der Probensequenz 
durch z.B. eine PCR notig. Die (markierte) Probe wird 
dann mit der auf dem Mikroarray gebundenen Sonde 
hybridisiert, urn ein spezifisches, ortsgebundenes Si- 
gnal zu erzeugen, welches z.B. uber eine Detektions- 
sonde aufgenommen und weitergeleitet werden kann. 



Durch diese Vorgehensweise fallen viele Einzelreakti- 
onsschritte an, die diese Analysen arbeits-, kosteninten- 
siv, langsam und daruber hinaus fehleranfallig machen. 
[0006] Die Durchfuhrung einer PCR in Anwesenheit 

5 eines festen Tragers bzw. Chip ("PCR on Chip") ist an 
sich bereits bekannt (Shoffner M. A., Cheng J., Hvichia 
G. E., Kricka U., Wilding P.: Chip PCR. I. Surface pas- 
sivation of microfabricated silicon-glass chips for PCR. 
Nucleic Acids Res. 1996 Jan 15; 24(2):375-9.; Cheng 

10 J., Shoffner M. A., Hvichia G. E., Kricka U., Wilding P.: 
Chip PCR. II. Investigation of different PCR amplificati- 
on systems in microfabricated silicon-glass chips. Nu- 
cleic Acids Res. 1996 Jan 15; 24(2):380-5. 
[0007] Auch das Prinzip der sog. verschachtelten 

15 PCR (engl. "nested PCR") ist bekannt (vgl. z.B. C. R. 
Newton, A. Graham: "PCR", Spektrum Akademischer 
Verlag Heidelberg Berlin Oxford 1994, S. 59 und die dort 
angegebenen weiteren Literaturstellen). Bei der ver- 
schachtelten PCR werden zwei PCR-Primer-Paarever- 

20 wendet, von denen die Mitglieder eines Paares (die sog. 
auBeren PCR-Primer) stromaufwarts bzw. stromab- 
warts der zu amplifizierenden Ziel-DNA-Sequenz hybri- 
disieren. Die Mitglieder des zweiten Primer-Paares (die 
sog. inneren PCR-Primer) hybridisieren innerhalb des 

25 Abschnitts, der vom Design des ersten Primer-Paares 
vorgegeben wird. Der Vorteil dieser Technik besteht in 
der erheblichen Erhohung der Empfindlichkeit und der 
Spezifitat, da bevorzugt die Ziel-DNA-Sequenz amplifi- 
ziert wird. Diese Technik ist aber auBerordentlich emp- 

30 findlich gegenuber Verunreinigungen, wie sie beispiels- 
weise auch durch das Zusammenpipettieren der fur die 
PCR erforderlichen Reagenzien eingeschleppt werden 
konnen. 

[0008] Aufierdem mufi bei einer verschachtelten 
35 PCR entweder das erste Amplikon verdunnt oder min- 
destens einer der aufieren Primer entfernt werden. 
Wenn alle drei Primer gleichzeitig in dem Ansatz vorlie- 
gen, ergibt sich keine Erhohung der Empfindlichkeit und 
der Spezifitat mehr. Ein Hinzupipettieren ist nach der er- 
sten Amplifikation im Prinzip zwar moglich, jedoch mit 
dem Risiko verbunden, daB die der "nested PCR" nor- 
malerweise innewohnenden Vorteile (s.o.) nicht reali- 
siert werden konnen. 

[0009] Im allgemeinen wird die Verdunnungsmethode 
45 angewendet, bei der die Konzentration der ursprungli- 
chen Matrize und die Konzentration mindestens eines 
der aulieren Primer (nachfolgend mit P 1 bzw. P 2 be- 
zeichnet) stark vermindert wird. 
[0010] Es ist ferner versucht worden, die PCR-Rea- 
50 genzien vorzumischen und entsprechend zu stabilisie- 
ren, insbesondere urn die Durchfuhrung der PCR-Reak- 
tion zu vereinfachen. Im Stand der Technik ist jedoch 
nicht beschrieben, dass die Reaktionsteilnehmer der 
vorgesehenen Umsetzung direkt auf einer Microarra- 
55 yanordnung in dehydratisierter Form bereitgestellt wer- 
den, so dafi die Reaktion nur noch durch Zugabe der 
vorzugsweise wadrigen Probenlosung gestartet wer- 
den kann. 



2 



EP1 186 669 A1 



[0011] Im Stand der Technik sind unterschiedliche 
Techniken zur Lyophilisierung bzw. Trocknung von Rea- 
genzien fur die Durchfuhrung von Nucleinsaure-Analy- 
sen beschrieben. So wird im US-Patent 5 565 318 die 
Herstellung von Semispharen mit alien fur eine Reakti- 
on notigen Komponenten, darunter auch Nucleinsau- 
ren, beschrieben. Ahnliche Techniken werden in den 
Anmeldungen FR 2 674 253, EP 0 298 669, EP 0 726 
310, GB 2 333 358, WO 94/17106, WO 98/00530, US 
5 250 429 und EP 0 383 569 angewendet. 
[0012] In der Patentanmeldung WO 96/32497 werden 
konkretallewichtigen Nucleinsaure-Techniken in Bezug 
auf die Verwendung solcher Reagenzienspharen be- 
schrieben. In der Patentanmeldung WO 94/16107 ist 
zusatzlich noch ein Apparat bzw. eine Vorrichtung er- 
wahnt, bei dem die getrockneten Reagenzien zu einer 
Sequenzierungsreaktion auf einer Platte (vermutlich ei- 
ner Microtiterplatte) verwendet werden. In der Patentan- 
meldung WO 96/17083 wird ein fester Trager in Form 
eines Kammes beschrieben, auf dem sich diese Rea- 
genzien befinden und der auf sog. 8-ter Strips bzw. 
Microtiterplatten gegeben werden kann, so dad nach 
der Ablosung der Reagenzien die Reaktion in den Ver- 
tiefungen der Microtiterplatten ablaufen kann. 
[0013] In der Patentanmeldung WO 93/14223 wird 
die Aufbringung der einzelnen PCR-Reagenzien in 
Form von raumlich voneinander getrennten Flecken 
("Spots") bzw. auch eine flachige Aufbringung an eine 
feste Phase in Form eines Objekttragers offenbart. Fer- 
ner wird die reversible Bindung getrockneter Markie- 
rungssubstanzen und die Markierung einer Sonde nach 
der Rehydrierung beschrieben. Die Sonde bzw. Son- 
den-Nucleinsaure selbst liegt hierbet aber ausdrucklich 
reversibel an den festen Trager gebunden vor. 
[0014] Keine dieser im Stand der Technik beschriebe- 
nen Techniken ermoglicht die parallele Amplifikation in 
einem gekoppelten Flussig-/Festphasen PCR-System, 
bei dem die gewunschten Ergebnisse durch Auswer- 
tung eines direkt an der festen Phase des Systems 
nachweisbar gebildeten und damit kovalent gebunde- 
nen Extensionsprodukts hoch-spezifisch, mit hohem 
Durchsatz und reproduzierbar - gewunschtenfalls auch 
in Echtzeit - generiert und den unterschiedlichen An- 
wendungsgebieten zugefuhrt werden konnen. 
[0015] Aufgabe der Erfindung ist, die dem Stand der 
Technik anhaftenden Mangel zu beseitigen und ein ein- 
faches und fehlerfrei zu handhabendes und preisgun- 
stiges Verfahren zur Amplifikation und Analyse von 
DNA-Sequenzen bereitzustellen, ohne das Kompromis- 
se hinsichtlich der Empfindlichkeit und Spezifitat zu ma- 
chen sind. 

[0016] ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost 
durch ein allgemein anwendbares Verfahren zur spezi- 
fischen Bestimmung von DNA-Sequenzen mittels par- 
alleler Amplifikation in einem kombinierten Flussigpha- 
sen/Festphasen-DNA-Microarraysystem, indem man 
eine verschachtelte Polymerasekettenreaktion unter 
Verwendung von x PCR-Primersatzen aus jeweils min- 



destens 3 PCR-Primern P,1, P 2 1, P 3 1, P,2, P 2 2, P 3 2, 
P^, P 2 3, P 3 3, ... P^, P 2 x, P 3 x durchfuhrt, wobei x eine 
naturliche Zahl bedeutet und der Anzahl der zu bestim- 
menden DNA-Sequenzen entspricht, und wobei fur je- 
5 den der x PCR-Primersatze 



(a) zwei auRere PCR-Primer P lf P 2 so ausgewahlt 
werden, daR sie an stromaufwarts und stromab- 
warts der zu amplifizierenden Ziel-DNA-Sequenz 
liegende DNA-Teilsequenzen hybridisieren, 
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(b) ein innerer PCR-Primer P 3 so ausgewahlt wird, 
daR er an eine innerhalb der zu bestimmenden 
Ziel-DNA-Sequenz liegende DNA-Teilsequenz hy- 
bridisiert und in der Lage ist, ein P 3 -Extensionspro- 
dukt zu bilden, und 

(c) die x auReren PCR-Primer P^, P 2 1, P^, P 2 2, 
P^, P 2 3, ... P^, P 2 x in der flussigen Phase gegen- 
uber den x inneren PCR-Primern P 3 1, P 3 2, P 3 3, ... 
P 3 x im UberschuR vorliegen, und 

(d) die x inneren PCR-Primer P 3 1, P 3 2, P 3 3 f ... P 3 x 
an x raumlich beabstandeten definierten Positionen 
unter Bildung eines DNA-Microarrays irreversibel 
an eine Festphase gebunden vorliegen, und 

(e) man die Bestimmung durch Ermittlung des Vor- 
handenseins eines P 3 -Extensionsproduktes an der 
definierten Position des DNA-Microarrays durch- 
fuhrt. 



[001 7] Mit dem erfindungsgemaRen Verfahren lassen 
sich u.a. die nachfolgend dargelegten Vorteile erzielen. 
35 Die verschachtelten PCR-Reaktionen laufen direkt und 
parallel auf dem Festphasen-DNA-Mikroarray ab. Das 
bei der Durchfuhrung einer konventionellen verschach- 
telten PCR in flussiger Phase ublicherweise erforderli- 
che Verdunnen und Neueinstellen des Reaktionsansat- 
40 zes nach der ersten PCR unter Verwendung der auBe- 
ren Primer P 1 und P 2 entfallen. Fur den Anwender des 
vorliegend beschriebenen Verfahrens fallt zur Durch- 
fuhrung der gesamten Analyse nur noch ein Arbeits- 
schritt an, d.h. er muli nur noch die Proben-Nucleinsau- 
45 ren und die PCR-Reagenzien (DNA-Polymerase und 
Desoxynucleosidtriphosphate in PCR-Puffer) zupipet- 
tieren, sofern diese Reagenzien vollstandig oder zum 
Teil nicht bereits nach einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form in dehydratisierter Form auf dem festen Trager be- 
so reitgestellt werden. Dadurch sinken sowohl der Arbeits- 
aufwand a Is auch die Kontaminationsgefahr signifikant 
bei deutlicher Reduktion der Fehlermoglichkeiten. 
[0018] Das erfindungsgemaRe Verfahren zur spezifi- 
schen Bestimmung von DNA-Sequenzen mittels paral- 
55 leler Amplifikation durch verschachtelte PCR in einem 
kombiniertenFlussigphasen/Festphasen-DNA-Microar- 
raysystem besitzt die gleiche Empfindlichkeit wie eine 
konventionelle, d.h. in flussiger Phase durchgefuhrte, 
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PCR und gleichzeitig eine hohere Spezifitat als Hybridi- 
siemngsassays und Primer-Extensionassays. Der 
Grund dafur ist, daR die dem System Primer/Pro- 
ben-DNA/Polymerase eigene Spezifitat in bezug auf die 
Amplifikation zusatzlich noch durch die spezifische 5 
Wechselwirkung zwischen dem an den festen Trager 
immobilisierten inneren PCR-Primer (der somit auch die 
Funktion einer Sonde hat) und dem Amplikon deutlich 
erhoht wird. Insgesamt resultiert so eine Spezifitat, die 
z.B. derjenigen eines 5'-Exonuklease-Assays (z.B. un- 
ter Verwendung von TaqMan™-Polymerase) uberlegen 
ist. 

[0019] Diese Vorteile lassen sich mit einem einfachen 
Festphasenprimer-Extensionassay, wie z.B. der Mikro- 
titerplatten-Festphasen-PCR (Nunc, vgl. z.B. Nucleo- 
Link™) oder der "Bridge™-PCR" (Mosaic Technologies, 
vgl. z.B. WO/36094), nicht erzielen. 
[0020] Durch die ortsgebundenen inneren PCR-Pri- 
mer, die auch als Sonden fungieren, kann nach einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens der Er- 
findung auf dem Mikroarray mit einem Markierungsrea- 
genz (beispielsweise unter Verwendung markierter Nu- 
cleotide) gearbeitet werden, um parallel viele unter- 
schiedliche Sequenzen, Merkmale oder Eigenschaften 
zu untersuchen. 

[0021] Eine markierungsfreie Detektion, beispiels- 
weise mit optischen oder anderen physikalischen Me- 
thoden ist aber ebenfalls moglich, d.h. das erfmdungs- 
gemalie Verfahren kann auch ohne markierte Nukleoti- 
de durchgefuhrt und die Reaktionsprodukte gemessen 
werden. 

[0022] Hier zeigt das erfindungsgemafce Verfahren 
gegenuber den konventionellen Hybrid isierungsverfah- 
ren des Standes der Technik, bei denen unspezifische 
Massezuwachse an der Oberflache des festen Tragers 
ein Problem darstellen, den Vorteil, dafc der unspezifi- 
sche Massezuwachs an der Oberflache durch Anwen- 
dung hoher Temperaturen stark vermindert wird, wobei 
die kovalente Bindung der spezifischen Extensions- 
sprodukte an den Festphasenprimer P 3 fur eine nahezu 
ausschliessliche Bestimmung der gewunschten Spezi- 
fitat sorgt. 

[0023] Die Messung eines ortsspezifischen Massezu- 
wachses kann z.B. durch physikalische Methoden erfol- 
gen. Beispielsweise kann die ortsspezifische Anderung 
des Brechungsindexes, die ortsspezifische Anderung 
des elektrischen Widerstandes bzw. der elektrischen 
Leitfahigkeit, die ortsspezifische Anderung der opti- 
schen Dichte oder auch ortsspezifische dichroische Ef- 
fekte, etc. gemessen werden. 

[0024] Grundsatzlich ist das allgemeine erfindungs- 
gemaRe Verfahren fur ein breites Spektrum an Anwen- 
dungsgebieten geeignet, wobei zwischen reinem dia- 
gnostischen Nachweis bestimmter Analyten in einer zu 
analysierenden Probe einerseits und komplexer abge- 
leiteten Modifikationen des Verfahrens zur Ermittlung 
von Sequenzdaten oder Informationen uber funktionelle 
Zusammenhange im Rahmen entsprechender Geno- 



mik- bzw. Proteomik-Fragestellungen unterschieden 
werden kann. Diese Unterscheidung dient jedoch nur 
der Vera nschaulichung und soli die grundsatzlich offene 
Anwendbarkeit des erfindungsgemaflen Verfahrens in 
keiner Weise beschranken. 

[0025] Nach einer besonderen Ausfuhrungsform um- 
fasst das allgemeine Verfahren der vorliegenden Erfin- 
dung daher ein davon abgeleitetes Verfahren insbeson- 
dere zur Bestimmung von Punktmutationen mittels par- 
alleler Amplifikation, bei dem man 

(a) unter Anwendung des oben definierten erfirv 
dungsgemalien Verfahrens eine Polymeraseket- 
tenreaktion durchfuhrt, durch welche samtliche x zu 
bestimmenden Varianten amplifiziert werden, wo- 
bei 

(b) mindestens P 3 x Primerfamilien verwendet wer- 
den, wobei sich jedes einzelne Mitglied P 3 x-N der 
Primerfamilie hinsichtlich des Nukleotids an seinem 
3-Ende von jedem anderen Mitglied unterscheidet, 
wobei N die unterschiedlichen Nukleotide A, C, G 
und T bezeichnet, und die Annealingtemperatur der 
Amplifikationsreaktion so ausgewahlt wird, dad die 
gewunschten Extensionsprodukte nur an denjeni- 
gen definierten Positionen des DNA-Microarrays 
gebildet werden, welche durch die Anwesenheit 
des zu derzu bestimmenden Punktmutation im we- 
sentlichen exakt komplementaren Primers gekenn- 
zeichnet sind, 

(c) zur Amplifikation eine DNA-Polymerase ohne 
3'->5 -Exonuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

(d) die Bestimmung der Punktmutation gemaB 
Schritt (e) des oben definierten erfindungsgema- 
Ben Verfahrens erfolgt. 

[0026] Die Angabe "im wesentlichen exakt komple- 
mentarer Primer" bedeutet hier, dad hybridisierte und 
von der DNA-Polymerase als Matrize (engl. "Template") 
akzeptierte Primer verlangert werden, d.h. in der Regel 
sind im Bereich des 3-Endes samtliche Nukleotide kom- 
plementar zur Matrize. 

[0027] Ferner umfasst das allgemeine Verfahren der 
vorliegenden Erfindung ein davon abgeleitetes Verfah- 
ren zur Bestimmung der Sequenz von DNA-Teilberei- 
chen mittels paralleler Amplifikation, bei dem 

(a) unter Anwendung des oben definierten erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens eine Polymeraseket- 
tenreaktion durchgefuhrt wird, durch welche samt- 
liche x zu bestimmenden Sequenzen amplifiziert 
werden, wobei 

(b) mindestens P 3 x Primerfamilien verwendet wer- 
den, wobei sich jedes einzelne Mitglied P 3 x-N, ... 
P 3 x-Nn der Primerfamilie hinsichtlich seiner 1 bis n 
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Nukleotide am 3-Ende von jedem anderen Mitglied 
unterscheidet, wobei N die unterschiedlichen Nu- 
kleotide A, C, G und T bezeichnet, und n die Lange 
derzu bestimmenden Sequenz(en) angibt, und die 
Annealingtemperatur der Amplifikationsreaktion so 
ausgewahlt wird, dad die gewiinschten Extensions- 
produkte nur an denjenigen definierten Positionen 
des DNA-Microarrays gebildet werden, welche 
durch die Anwesenheit des zu der zu bestimmen- 
den Sequenz im wesentlichen exakt komplementa- 
ren Primers gekennzeichnet sind, 

(c) zur Amplifikation eine DNA- Polymerase ohne 
3*-»5'-Exonuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

(d) die Ermittlung der zu bestimmenden Sequenz 
(en) gemaft Schritt (e) des oben definierten allge- 
meinen erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt. 

[0028] Obwohl sich die Anwendungsbereiche der er- 
sten beiden abgeleiteten Modifikationen des allgemei- 
nen erfinderischen Verfahrens durchaus unterscheiden 
konnen, erfolgt die Ermittlung im wesentlichen gleich. 
Zwar soil im abgeleiteten Verfahren zur Bestimmung der 
Sequenz von DNA-Teilbereichen mehr als nur das end- 
standige 3-Nukleotid bestimmt werden, aber durch das 
bekannte Design des Mikroarrays und die Gruppierung 
der einzelnen Reaktionsbereiche in Felder, die mit der 
ersten, zweiten, dritten ... bzw. n-ten Position derzu be- 
stimmenden Sequenz korrespondieren, erfolgt die Be- 
stimmung des DNA-Teilbereichs durch sukzessives Ab- 
lesen der fur jedes Feld erhaltenen Daten. Mit anderen 
Worten wird zuerst das Feld ausgewertet, in welchem 
ausgehend vom Design des Arrays die erste zu bestim- 
mende Base ermittelt wird, bevor in Kenntnis des Er- 
gebnisses aus diesem ersten Feld die Bestimmung der 
Base an der zweiten Position der zu ermittelnden Se- 
quenz vorgenommen wird, u.s.w. Die jeweilige Untersu- 
chung eines Feldes erfolgt vorzugsweise durch Erfas- 
sung und Zuordnung der grofcten gemessenen Signal- 
starke. Selbstverstandlich konnen die Feldmessungen 
auch parallelisiert ablaufen. Erganzend wird in diesem 
Zusammenhang auf Abb. 3 verwiesen. 
[0029] Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 
rungsform der vorliegenden Erfindung umfasst das all- 
gemeine Verfahren ferner ein Verfahren zur Bestim- 
mung der Sequenz von unbekannten DNA-Teilberei- 
chen mittels paralleler Amplifikation, bei dem 

(a) unter Anwendung des oben definierten allge- 
meinen erfindungsgemalien Verfahrens eine Poly- 
merasekettenreaktion durchgefuhrt wird, durch 
welche die Abfolge samtlicher n Nukleotide der zu 
bestimmenden Sequenzen ermittelt wird, wobei 

(b) ein samtliche Permutationen umfassender Satz 
von inneren Primern P 3 mit einer bestimmten Lange 
n verwendet wird, wobei mehrere Primer mit einer 



jeweils unterschiedlichen Region der zu bestim- 
menden Sequenz exakt hybridisieren und Extensi- 
onsprodukte definierter Lange bilden konnen, und 
sich jeder einzelne dieser Primer an einer anderen 
5 definierten Position des DNA-Microarrays befindet, 

(c) zur Amplifikation eine DNA-Polymerase ohne 
3'-»5'-Exonuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

10 (d) die Bestimmung der Sequenz durch Ermittlung 
der in Schritt (b) gebildeten Extensionsprodukte, 
Zuordnung dieser ermittelten Werte zu den definier- 
ten Positionen des DNA-Microarrays, und Zusam- 
menstellung der zu bestimmenden Sequenz im 

15 Rahmen einer ggf. Computer-unterstutzten Kombi- 
natorik erfolgt, wobei die tatsachliche Aneinander- 
reihung der Einzeldaten zur Gesamtsequenz unter 
Nutzung der jeweils uberlappenden Sequenzberei- 
che vorgenommen wird. 

20 

[0030] Alternativ kann eine Konsensus-PCR auch 
durch das Anligieren von PCR-Adaptoren erfolgen. Da- 
mit wird eine Signatur-Sequenzierung ausgehend von 
einem "Poor an cDNA Sequenzen erreicht (auch quan- 

25 titativ ausfiihrbar im Faile einer Online-Beobachtung der 
Amplifikation). Ein solches Sequenzierungsverfahren 
(MPSS = engl. "Massively Parallel Signature Sequen- 
cing") wurde kurzlich beschrieben (Brenner et al., Na- 
ture Biotechnology Vol. 18 June 2000, Seiten 630-34) 

30 und kann unter Berucksichtigung der vorliegend offen- 
barten technischen Lehre auf sehr viel einfachere Wei- 
se durchgefuhrt werden. Das erfindungsgema&e Ver- 
fahren erfordert hierzu lediglich die cDNA-Generierung, 
einen Restriktionsverdau und die Adaptorligation vor 

35 dem Assay. MPSS erfordert im Gegensatz dazu die cD- 
NA-Herstellung, einen Restriktionsverdau, die anschlie- 
Rende Hybridisierung an "Beads", die "FACS"-Sortie- 
rung (FACS = engl. Fluorescence-activated Cell Sorter) 
der "Beads" und eine Wiederholung der Ligation sowie 

40 Restriktionsverdauschritte. 

[0031] Dem Fachmann sind die grundsatzlichen 
Schritte der Sequenzermittlungen aus der allgemeinen 
Literatur zur "Sequencing by Hybrid izationMechnolo- 
gie bekannt (vgl. z.B. EP 0 373 203). 

45 [0032] Im Obrigen wird zur Veranschaulichung des 
geschilderten Verfahrens auf die Abbildungen 4 und 5 
verwiesen. 

[0033] Nach einer alternativen Ausfuhrungsform die- 
ses Verfahrens erfolgt die Bestimmung der Sequenz 
50 durch Ermittlung der jeweiligen Langen der in Schritt (b) 
gebildeten Extensionsprodukte und Zuordnung der er- 
mittelten Werte zu den definierten Positionen des 
DNA-Microarrays. 

[0034] Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 
55 rungsform kann das zuvor beschriebene Verfahren 
auch zur Signatur-Sequenzierung und Quantifizierung 
ausgehend von einer unbekannten Sequenz mittels Pri- 
mern erfolgen, welche mindestens 9 Nukleotide aufwei- 



20 
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sen. 

[0035] Unbekannte Sequenzen werden hierzu mit ei- 
nem Restriktionsenzym geschnitten, Adaptorprimer arv 
ligiert und die Ligationsprodukte von der restlichen DNA 
separiert und z.B. mittels Nonamerprimern auf und an 
dem Chip amplifiziert. Zum Beispiel werden die cDNAs 
eines kompletten bakteriellen RNA-"Pools" bestimmt. 
Das Amplikon umfaBt vorzugsweise 18-25 bp. Die Fest- 
phasenprimer sind alle 9 Nucleotide lang und unter- 
scheiden sich in ihrer Sequenz. Es sind 262144 unter- 
schiedliche Primervarianten auf der Festphase. Wieder- 
um werden Standard-PCR-Bedingungen angewandt, 
aber die Annealingtemperatur wird nach 10-20 Zyklen 
auf 30-50°C erniedrigt, um die FestphaservAmplifikati- 
on mit den Nonameren zu begiinstigen. Nur exakt kom- 
plementare Primer werden verlangert. Das entstandene 
Muster nach Anfarbung erlaubt durch Abgleich mit ub- 
lichen Datenbanken die Sequenzbestimmung. 
[0036] Somit wird die Sequenzermittlung von Produk- 
ten des "SAGE"-Verfahrens ermoglicht (Velculeecu V. 
E. et al., Science 1995, Vol. 270, Seiten 484-87; Neilson, 
L. et al., Genomics 2000, Vol 63, Seiten 13-24) Durch 
Online-Detektion kann die Ausgangsmenge der cDNAs 
bestimmt werden. 

[0037] AuBerdem betrifft die vorliegende Erfindung 
einen Festphasen-DNA-Microarray zur Durchfuhrung 
eines erfindungsgemaBen Verfahrens, auf dem an n 
raumlich beabstandeten Positionen x innere PCR-Pri- 
mer P 3 1, P 3 2, P 3 3, ... P 3 x irreversibel an die Festphase 
gebunden sind. 

[0038] Durch das erfindungsgemaBe Verfahren zur 
Bestimmung der Sequenz von DNA-Teilbereichen mit- 
tels paralleler Amplifikation lassen sich die Nachteile der 
Sequenzierungsverfahren des Standes derTechnik be- 
heben, namlich unter anderem die durch die grundsatz- 
liche Linearitat einer solchen Methodik vermittelte ge- 
ringe Empfindlichkeit 

[0039] Beispielsweise findet beim sog. "Cycle Se- 
quencing" nur eine Amplifikation in der flussigen Phase 
statt, so daB die Trennung der Sequenzierungsprodukte 
notig ist, was Fehlermoglichkeiten beinhaltet und ar- 
beitsaufwendig ist. 

[0040] Beim sog. "Mini Sequencing" (nach der San- 
ger schen Dideoxy-Sequenziertechnik) muB dagegen 
die Matrize bzw. das Template" in groBer Menge ver- 
wendet werden, da nur Dideoxynucleotide (ddNTPs) 
verwendet werden, so daB lediglich eine lineare Ampli- 
fikation stattfindet. 

[0041] Beide beispielhaft beschriebenen Sequenzie- 
rungstechniken weisen gegenuber dem erfindungsge- 
maBen Verfahren den Nachteil auf, dass eine gleichzei- 
tige, d.h. parallele Amplifikation der zu bestimmenden 
Matrize nicht moglich ist. 

[0042] Das erfindungsgemaBe Verfahren ist im ubri- 
gen dadurch von den bekannten Verfahren wie insbe- 
sondere der "Sequencing-by-Hybridisation"-Technik 
(wie z.B. in EP 0 373 203 beschrieben) abgegrenzt, daB 
nicht ein gesamtes Amplikon, sondern gezielt nur rele- 



vante Bereiche davon sequenziert werden konnen. Dar- 
uber hinaus ermoglicht das Verfahren eine gleichzeitige 
Bestimmung der Sequenz mehrerer interner Regionen 
des Amplikons. 

5 [0043] Zur SNP-Ermittlung (engl. "Single Nucleotide 
Polymorphism") durch Hybrid is ierung oder unter An- 
wendung der ARMS-Technik (engl. "Amplification Re- 
fractory Mutation System", vgl. z.B. P. Scheinert: Nach- 
weis von Mutationen; BioTec Labortechnik, 5/6/1998) 

10 muB die betreffende Sequenz bekannt sein. AuBerdem 
wird ein sog. "Fehl-Priming" nicht erkannt. Ein Multiplex- 
betrieb (parallele Durchfuhrung unter Verwendung 
mehrerer verschiedener Primer) ist aufgrund der Gene- 
rierung von Extensionsprodukten gleicher Lange nicht 

15 moglich, so daB getrennte Ansatze zwingend sind. 
[0044] Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Bestim- 
mung von Punktmutationen mittels paralleler Amplifika- 
tion hat demgegenuber insbesondere die nachfolgend 
dargestellten Vorteile. 

20 [0045] Die Sequenzen der zu ermittelnden 3-Basen 
mussen nicht (konnen aber) bekannt sein. AuBerdem 
mussen keine terminierenden Agenzien verwendet wer- 
den (wie bei der Sanger schen Dideoxy-Sequenzier- 
technik), und es ist die parallele Bestimmung der ein- 

25 zelnen, verschiedene SNP differentiell charakterisie- 
renden, Sequenzbausteine moglich, d.h. der Multiplex- 
betrieb. 

[0046] Die Empfindlichkeit ist sehr hoch (1 Kopie wird 
erkannt), da mit minimalsten Matrizenmengen (1 Kopie 
30 reicht) mit Hilfe exponentieller Amplifikation sequenziert 
wird. 

[0047] Weitere vorteilhafte und/oder bevorzugte Aus- 
fuhrungsformen der Erfindung sind Gegenstand der Un- 
teranspriiche. 

35 [0048] Im folgenden wird die Erfindung ohne Be- 
schrankung anhand von Ausfiihrungsbeispielen und 
unter Bezugnahme auf die in den Figuren dargestellten 
Abbildungen detaillierter beschrieben. 



[0049] Abb. 1 : den spezifischen Nachweis einer be- 
kannten Sequenz. 

[0050] Abb. 2: eine Allotypbestimmung durch spezifi- 
45 sche Bestimmung der Identitat eines 3*-standigen Nu- 
cleotids mittels Primerfamilien. 
[0051] Abb. 3: eine sog. "Sequence Tag Aquisition", 
d.h. eine spezifische Signatur-Sequenzierung ausge- 
hend von einer bekannten Primersequenz mittels Prinv 
50 erfamilien. 

[0052] Abb. 4: eine Signatur-Sequenzierung ausge- 
hend von einer unbekannten Sequenz mittels Primer- 
Hexameren. 

[0053] Abb. 5: das Zusammenfuhren der durch die Si- 
55 gnatur-Sequenzierung gemaB Abb. 4 erhaltenen Ein- 
zelergebnisse zur Generierung einer kontinuierlichen 
Sequenzabfolge. 

[0054] Bei einer vorteilhaften Ausgestaltung des er- 



40 in den Figuren zeigt: 
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findungsgemaBen Verfahrens zur spezifischen Bestim- 
mung von DNA-Sequenzen mittels paralleler Amplifika- 
tion liegen die x auBeren PCR-Primer P^, P 2 1, P^2, 
P 2 2, P n 3, P 2 3, ... P^x, P 2 x gegenuber den x inneren 
PCR-Primern P 3 1 t P 3 2, P 3 3, ... P 3 x in einem 10 2 - bis 
10 12 -fachen, z.B. in einem lOMachen, UberschuB vor. 
Dadurch lauft die PCR am Anfang verstarkt in der fliis- 
sigen Phase ab. Mit zunehmender Amplikon-Konzen- 
tration findet die PCR aber zunehmend auf der Festpha- 
senoberflache statt und entspricht dort einer verschach- 
telten PCR. 

[0055] Bei einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung 
des erfmdungsgemaBen Verfahrens zur spezifischen 
Bestimmung von DNA-Sequenzen mittels paralleler 
Amplifikation sind die Schmelztemperaturen (Tm) der 
zwei auBeren PCR-Primer P 1 und P 2 gegenuber derje- 
nigen des inneren Primers P 3 unterschiedlich. Bei- 
spielsweise haben die auBeren PCR-Primer eine hohe- 
re Schmelztemperatur als der innere PCR-Primer. Der 
Reaktionsverlauf kann dann so eingestellt werden, dad 
zunachst bei erhdhter Temperatur nur die auBeren 
PCR-Primer binden bzw. "annealen" und verlangert 
werden. Nach der entsprechenden PCR-Zyklenzahl 
wird dann die Temperatur gesenkt, so daB auch der in- 
nere PCR-Primer an sein Template" binden und die fur 
die Bestimmung gewunschten Extensionsprodukte bil- 
den kann. 

[0056] Auch die verschiedenen Festphasenprimer P 3 
untereinander konnen unterschiedliche Schmelztempe- 
raturen aufweisen. Daher ist es moglich, die Reaktion 
so zu steuern, daft nur an bestimmten definierten Posi- 
tionen des DNA-Microarrays eine Amplifikation stattfin- 
det. Durch die Erstellung von Amplifikationsprofilen kon- 
nen gewiinschtenfalls die unterschiedlichen Eigen- 
schaften der Festphasenprimer wie z.B. Basenzusam- 
mensetzung, G-C Gehalt und Lange beriicksichtigt wer- 
den. 

[0057] Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zur 
Bestimmung von DNA-Sequenzen mittels paralleler 
Ampifikation unterliegt die Festphase bzw. der feste 
Trager keinen besonderen Beschrankungen und kann 
beispielsweise unter Metall(z.B. Aluminium oder Gold) 
oberflachen, mit Si0 2 bedampften Metalloberflachen, 
Metall/Halbmetalloxid(z.B. Al 2 0 3 Oder Si0 2 ) oberfla- 
chen, Glasoberflachen, Polymeroberflachen, z.B. in Fo- 
lienform, Nylonmembranen oder Nitrocellulosemem- 
branen ausgewahlt werden. Dem Fachmann ist aber 
klar, daB sich grundsatzlich auch "halbfeste" oder gel- 
artige Trager eignen. Wichtig ist nur, daB eine ortliche 
Fixierung bzw. raumliche Lokalisierung der Nachweis- 
reaktion moglich ist. 

[0058] Ein erfindungsgemaB bevorzugt geeigneter 
gelartiger Trager kann z.B. hergestellt werden, indem 
auf einem herkommlichen festen Trager an sich be- 
kannte Polymerisationsinitiatoren immobilisiert werden, 
an die dann entsprechende Monomere unter Bildung 
von sog. "Polymer Brushes" polymerisiert werden. Die- 
se Monomeren konnen zum einen funktionelle Gruppen 



aufweisen, uber die eine Vernetzung der "Polymer Brus- 
hes" miteinander moglich ist, und zum anderen funktio- 
nelle Gruppen haben, die zur Immobilisierung von Son- 
den-Molekulen, z.B. Oligonucleotiden oder Antikorpern, 

5 dienen (Linker-Gruppen). In waBriger Phase quillt die 
Schicht aus "Polymer Brushes" auf der Oberflache des 
festen Tragers gelartig auf. Mit "Polymer Brushes" las- 
sen sich erheblich hohere Propfdichten auf der Trager- 
oberflache erreichen als unter Verwendung der konven- 

10 tionellen, sich selbst organ isierenden Monoschichten 
(engl. "Selfassembled Monolayers", "SAMs") aus bi- 
funktionellen Molekulen (engl. "Linker"). Auch die Kopp- 
lungsdichte in bezug auf die Proben- oder Sondenmo- 
lekiile ist erheblich hoher. Einzelheiten zur "Polymer- 

15 Brusrf-Technik sind in der WO 00/43539 beschrieben, 
auf die hier ausdrucklich Bezug genommen wird. 
[0059] Bevorzugt wird Glas verwendet, da es keine 
porose Oberflache hat, in deren Poren die Ziel-DNA dif- 
fundieren konnte und dadurch langsamer ihre entspre- 

20 chende Sonde findet. AuBerdem ist Glas mechanisch 
stabil, temperaturbestandig, unempfindlich gegenuber 
stringenten Waschbedingungen und hat eine geringe 
Eigenfluoreszenz. Es sind alle Glasarten oder -sorten 
geeignet, z.B. Quarzglas. 

25 [0060] Die Polymeroberflache kann z.B. aus Polypro- 
pylen, Polymethylmethacrylat (PMMA) (Acryl- bzw. Ple- 
xiglas) oder Cycloolefin-Copolymeren (COCs) beste- 
hen. Ein geeignetes COC ist beispielsweise von Ticona 
unter dem Handelsnamen 'Topaz" erhaltlich. 

30 [0061] Die genauen Sequenzen der auBeren und in- 
neren Primer bzw. Sonden wahlt der Fachmann nach 
MaBgabe des konkreten analytischen Problems. Bei- 
spielsweise kann es sich urn Sequenzen handeln, die 
an fur die nachzuweisenden oder zu differenzierenden 

35 Mikroorganismen spezifische DNA-Sequenzen hybridi- 
sieren. Organismenspezifische Sequenzen konnen bei- 
spielsweise durch Sequenzdatenbankvergleiche und 
ggf. "Alignment" ermittelt werden. Grundsatzlich be- 
steht keine Beschrankung auf DNA oder allgemein Nu- 

40 cleinsauren als Sonden. Es konnen wegen der bekann- 
ten Vorteile auch DNA-PNA(Peptid nuclei nsaure)-Hybrv 
de bzw. -Chimare verwendet werden. Femer konnen 
auch modifizierte Nucleotide (z.B. dl, dl-Biotin, dU, 
dU-Biotin) eingesetzt werden. 

45 [0062] Die direkte oder indirekte Immobilisierung der 
Biomolekule mit oder ohne Spacer an der Oberflache 
des festen Tragers erfolgt erfindungsgemaB durch ko- 
valente Bindung und betrifft gleichermaBen sowohl die 
in situ-Synthese von z.B. Oligonucleotiden als auch das 

50 Aufpropfen zuvor synthetisierter Nucleotidfolgen unab- 
hangig von der jeweiligen Lange und tatsachlichen Be- 
schaffenheit der als Sonden und/oder Primer dienenden 
Nudeinsauren. 

[0063] Beispielsweise kann ein Glastrager in eine Lo- 
ss sung von bifunktionellen Molekulen (sog. "Linker"), die 
z.B. eine Halogensilan- (z.B. Chlorsilan-) oder Alkoxy- 
silangruppe zur Kopplung an die Glasoberflache auf- 
weisen, getaucht werden. 
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[0064] Das verwendbare bifunktionelle Silan unter- 
liegt keinen besonderen Beschrankungen. In Frage 
kommen alle Silane, die am Siliciumatom ein(e), zwei 
Oder drel hydrolysierbare(s) Atom(e) oder Gruppe(n) 
aufweisen, beispielsweise Halogenatome, C r C 4 -Alk- 
oxy-, C : ,-C 4 -Acyloxy- oder Aminogruppen. 
[0065] Konkret kann zum Beispiel Isocyanopropyltri- 
methoxysilan oder 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan 
auf einen Glastrager aufgebracht werden. 
[0066] Die zweite funktionelle Gruppe des bifunktio- 
nellen Silans unterliegt ebenfalls keinen besonderen 
Beschrankungen und wird nach Mafigabe des zu immo- 
bilisierenden Proben- oder Sondenmolekuls (z.B. Nu- 
cleinsauren) gewahlt. Beispiele sind zu nucleophilen 
Substitutionsreaktionen, nucleophilen Additionsreaktio- 
nen, Diels-Alder-Reaktionen oder radikalischen Substi- 
tutionsreaktionen fahige reaktive Gruppen. Konkrete 
Beispiele sind reaktive Doppelbindungen, Diengrup- 
pen, dienophile Gruppen, Epoxy-, Aldehyd- Hydroxy-, 
Carbonsaure-, Aktivester-, Amino, Disulfide Thiol-, Azi- 
ridin-, Azlacton-, Isocyanat-, Isothiocyanat-, Azidgrup- 
pen und reaktive Austrittsgruppen. 
[0067] Diese und weitere bifunktionelle Linker fur die 
Kopplung einer Vielzahl von Proben- oder Primer/Son- 
den-Molekulen, insbesondere auch biologischen Ur- 
sprungs, an eine Vielzahl von Trageroberflachen sind 
dem Fachmann gut bekannt, vgL beispielsweise "Bio- 
conjugate Techniques" von G. T. Hermanson, Academic 
Press 1996. 

[0068] Fur Nylonmembranen konnen z.B. Oligonu- 
cleotide mit Oligo-(dT)-Schwanz am 5'-Ende verwendet 
werden. Durch UV-Bestrahlung werden die Thymin-Ba- 
sen des Oligo-(dT)-Schwanzes kovalent mit primaren 
Aminen in der Nylonmembran verknupft. 
[0069] Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform eines 
erfindungsgema&en Verfahrens zur spezifischen Be- 
stimmung von DNA-Sequenzen mittels paralleler Am- 
plifikation liegen auf dem verwendeten Festpha- 
sen-DNA-Microarray alle oder einzelne der zur Durch- 
fuhrung des Verfahrens erforderlichen PCR-Reagenzi- 
en bzw. - Komponenten, d.h. die DNA-Polymerase, z. 
B. die thermostabile Taq-Polymerase (DNA-Polymera- 
se aus Thermus aquaticus), geeignete Puffersubstan- 
zen und samtliche Desoxynucleosidtriphosphate und 
die x auReren Primer, stabil und reversibel dehydrati- 
siert auf der Oberflache vor. 

[0070] Es konnen beliebige, beispielsweise handeis- 
ubliche, PCR-Reagenzien verwendet werden. Die Auf- 
bringung auf den festen Trager erfolgt nach herkomm- 
lichen Verfahren, beispielsweise durch Aufpipettieren. 
AnschlieBend wird dehydratisiert, beispielsweise durch 
Trocknen an der Luft, im Vakuum oder im Trocken- 
schrank, uber einem ublichen Trocknungsmittel in einen 
Exsikkator oder durch Lyophilisation (Gefriertrock- 
nung). Die Lyophilisation ist bevorzugt, da es sich um 
ein besonders schnelles und schonendes Dehydratisie- 
rungsverfahren handelt. Die Endkonzentrationen kon- 
nen einfach eingestellt werden, indem die PCR-Reagen- 



zien in so konzentrierterer Form aufgebracht werden, 
daft sich nach der Rehydratisierung in einem bestimm- 
ten Volumen Flussigkeit die gewunschten Reaktionspa- 
rameter wie insbesondere Konzentrationen und 
5 pH-Wert ergeben. 

[0071] Die Aufbringung kann auch raumlich getrennt 
erfolgen. 

[0072] Die PCR-Reagenzien sind auf dem festen Tra- 
ger uber lange Zeit, z.B. mindestens 6 Monate, ohne 

10 Kuhlung stabil. 

[0073] Die inneren Primer sind geeigneterweise be- 
reits im voraus (d.h. vor der Aufbringung und Dehydra- 
tisierung der PCR-Reagenzien) kovalent auf der Ober- 
flache des festen Tragers gebunden bzw. immobilisiert 

15 [0074] Im Gebrauch werden die in der zu analysieren- 
den Probe gegebenenfalls vorhandenen Proben-Nu- 
cleinsauren in wafcriger Losung zugegeben, wodurch 
die PCR-Reagenzien rehydrieren und die Amplifikation 
im Falle des Vorhandenseins einer vom Design des 

20 analytischen Ansatzes antizipierten Template^Gegen- 
sequenz auf dem festen Trager ablauft, ohne dad die 
Zugabe weiterer Reagenzien notwendig ist. 
[0075] Die Analyse/Detektion erfolgt nach einer be- 
vorzugten Ausfuhrungsform mit Hilfe von kovalent an 

25 dem Festphasen-DNA-Microarray als Extensionspro- 
dukte gebildeten und markierten DNA-Sequenzen und 
durch Bestimmung der Lokalisierung der Markierung 
auf der Oberflache wie beispielsweise aus EP 0 373 203 
bekannt. 

30 [0076] Beispielsweise kann ein Fluorochrom als Mar- 
ker in das Amplikon eingebaut werden, dessen Fluores- 
zenzemission dann detektiert oder gemessen wird. Da 
der Einbau der Markierung ortsgebunden erfolgt, kon- 
nen die Markierungsreaktionen, gewunschtenfalls auch 

35 in Echtzeit, nachgewiesen bzw. beobachtet werden. 
[0077] Die Markierungs- und Detektionstechniken un- 
terliegen keinen besonderen Beschrankungen. Bei- 
spielsweise konnen radioaktiv oder fluoreszenzmarkier- 
te Nucleotide verwendet werden. Die Fluoreszenzmar- 

40 kierung hat dabei den Vorteil, dali keine besonderen 
Schutzvorkehrungen wie beim Arbeiten mit radioakti- 
vem Material getroffen werden mussen. Der Nachweis 
der Hybridisierung kann beispielsweise durch konfokale 
Laser-Scanning-Mikroskopie erfolgen. 

45 [0078] Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung 
von digoxigeninmarkierten spezifischen Sonden (Oli- 
gonucleotiden). Der Nachweis der Hybridisierung kann 
hier beispielsweise durch eine sich anschlieRende An- 
tikorper- und Farbreaktion erfolgen, z.B. mit Hilfe eines 

50 poly- oder monoklonalen Digoxigenin-Antikorpers, der 
z.B. mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Die al- 
kalische Phosphatase setzt beispielsweise Nitroblaute- 
trazoliumchlorid (NBT) oder 5-Brom-4-chlor-3-indolylp- 
hosphat (BCIP) unter Bildung eines blauen Farbstoffs 

55 um. 

[0079] Der zur Ausfuhrung eines der erfindungsge- 
maften Verfahren vorgeschlagene Festpha- 
sen-DNA-Microarray liegt in weiterer Ausgestaltung in 
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Form eines sog. "Lab-on-a-Chip"-Systems vor, bei dem 
alle notwendigen Einrichtungen zum Mischen der Re- 
aktionsteilnehmer sowie zur Temperaturregelung, ggf. 
einschliefclich einer Steuereinheit fur einzelne oder alle 
Einrichtungen, auf dem Microarray integriert sind. Ein 
solches, fur den erfindungsgemaden Einsatz grund- 
satzlich geeignetes System wird beispielsweise von 
Kohler et al. in transcript Laborwelt, Nr. 2 (2000), S. 5 ff. 
"Chipthermocycler" beschrieben und kann vom Fach- 
mann in Kenntnis der vorliegenden Erfindung ohne zu- 
mutbaren Aufwand leicht konfiguriert und betrieben 
werden. Alternativ kann die Steuerung der erforderli- 
chen Verfahrensparameter vollstandig oder teilweise 
extern wie z.B. in einer Rechneranlage erfolgen: 
[0080] Kurz zusammengefafct vereinen das allgemei- 
ne erfindungsgemalie Verfahren zur spezifischen Be- 
stimmung von DNA-Sequenzen mittels paralleler Am- 
plifikation durch verschachtelte PCR in einem kombi- 
nierten Flussigphasen/Festphasen-DNA-Microarraysy- 
stem sowie die fur bestimmte Anwendungsgebiete mo- 
difizierten Ableitungen desselben in sich die Sensitivitat 
der PCR, die Parallelitat der Mikroarrayanalytik und die 
Spezifitat des Systems PrimerrTemplate'VPolymerase 
mit dem Vorteil der stabilen dehydrierten Bindung von 
Reagenzien auf einem Microarray. 
[0081] Die vorliegende Erfindung wird anhand der fol- 
genden Beispiele unter Bezugnahme auf die anhangen- 
den Figuren nachfolgend naher erlautert. Es wird jedoch 
ausdruckiich darauf hingewiesen, dass die Beispiele le- 
diglich der Veranschaulichung einzelner bestimmter 
Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung dienen, 
nicht aber als Beschrankung des allgemeinen erfinderi- 
schen Gedankens aufgefasst werden soil. Vom Fach- 
mann konnen zahlreiche Modifikationen und Optimie- 
rungen der konkreten Ausfuhrungsbeispiele vorgenom- 
men werden, ohne den Schutzbereich der vorliegenden 
Erfindung, der allein durch die anhangenden Anspruche 
festgelegt wird, zu veriassen. 

Beispiel 1 

[0082] Abb.1: Spezifischer Nachweis einer bekann- 
ten Sequenz. Die obere Halfte der Abb. schematisiert 
die Vorgange wahrend der Amplifikation, die untere 
Halfte die Situation zum Zeitpunkt der Detektion. Es sind 
mindestens 1 Losungsprimerpaar {P, und P 2 ) und min- 
destens 1 Festphasenprimer (P 3 ) vorhanden. P 3 hat sei- 
ne Binderegion innerhalb des Amplikons, welches von 
P-, und P 2 amplifiziert wird. Da nach jedem Zyklus bei 
90 - 95° C denaturiert wird, was extremen Waschschrit- 
ten (strippen) entspricht, bleiben nach Ende der Reak- 
tion nur die kovalent gebundenen Reaktionsprodukte an 
der Festphase zuruck (vgl. Abb. 1 unten). Alle anderen 
Reaktionsprodukte befinden sich im Oberstand und 
bleiben bei der Detektion unberucksichtigt. 
[0083] Das vorliegende Beispiel betrifft den spezifi- 
schen Nachweis der Anwesenheit einer bekannten, fur 
Salmonellen charakteristischen Sequenz in einer zu 



analysierenden Lebensmittelprobe. Die Aufbereitung 
des Probenmaterials erfolgt in Ubereinstimmung mit der 
DIN-Vorschrift 10135, welche speziell den Nachweis 
von Salmonellen betrifft. 

5 [0084] Die in 1 00 uJ wadriger Losung aufgenommene 
Proben-DNA wird auf einen Microarray a us aktiviertem 
Glas, auf dem sich bereits samtliche ubrigen Reaktions- 
teilnehmer in lyophilisierter Form befinden, wobei alle 
Komponenten mit Ausnahme der kovalent an derfesten 

10 Phase gebundenen P 3 -Primer reversibel immobilisiert 
sind, aufpipettiert. 

[0085] Durch Zugabe der Probenlosung werden die 
lyophilisierten Komponenten rehydratisiert und stehen 
dem folgenden Reaktionsablauf mit folgenden Konzen- 

15 trationen zur Verfugung. Die Primer P., und P 2 liegen in 
Konzentrationen von 100 nM bzw. 600 nM vor, wahrend 
der Primer P 3 eine Konzentration von 50 pM aufweist. 
In der waftrigen Probenlosung mit einem pH-Wert von 
8,3 befinden sich die ublichen PCR-Standardpufferkom- 

20 ponenten 50 mM KCI, 10 mM Tris/HCI, 1,5 mM MgCI 2 , 
sowie die drei Nucleotide dATP, dCTP und dGTP in ei- 
ner jeweiligen Konzentration von 200 u.M. Die 
dTTP-Konzentration des Systems betragt 75 u,M, dieje- 
nige an Biotin-dUTP betragt 50 u.M. Weiterhin umfasst 

25 das System 6,4 Einheiten (units) Taq-Polymerase (Am- 
pliTaq™ - Gold, Perkin-Elmer). 
[0086] Die Reaktion wird durch eine 1 0 Minuten lange 
Aktivierung der Polymerase gestartet und lauft bei einer 
jeweiligen Annealingtemperatur von 65°C und einer je- 

30 weiligen Denaturierungstemperatur von 94°C uber 50 
Zyklen, wobei ein jeder Zyklus unter Verwendung eines 
Thermcyclers PTC 200 (MJ Research) die folgenden In- 
kubationszeiten umfasst: 45 Sekunden 94°C, 60 Se- 
kunden 65°C, 120 Sekunden bei 72°C. 

35 [0087] Das in die kovalent gebundenen Produkte ein- 
gebaute Biotin wird nach der Reaktion mittels Strepta- 
vidin-Fluorochrom-Konjugat in an sich bekannter Weise 
angefarbt und einer Detektion zugefuhrt. 

40 Beispiel 2 

[0088] Abb.2: Allotypbestimmung: Spezifische Be- 
stimmung der Identitat eines 3-standigen Nucleotids 
mittels Primerfamilien. Die obere Halfte der Abb. sche- 

45 matisiert die Vorgange wahrend der Amplifikation, die 
untere Halfte die Situation zum Zeitpunkt der Detektion. 
[0089] Unter den in Beispiel 1 genannten Reaktions- 
bedingungen wird eine Konsensus-PCR (vgl. z.B. P. 
Wordsworth, Techniques used to define human MHC 

50 antigens: polymerase chain reaction and oligonucleoti- 
de probes'\ Immunol Lett, 1991 Jul;29(1-2):37-9) durch- 
gefuhrt, bei der alle 300 Varianten vom insgesamt 270 
Nucleotide umfassenden Exon II des DR-Gens . 
(HLA-Klasse II) amplifiziert werden. Die intern binden- 

55 den Festphasenprimer P3 besitzen Langen von 18 bis 
27 Nucleotide und sind Mitglieder von insgesamt 250 
Familien, deren Anzahl benotigt wird, urn uber Redun- 
danzen eine eindeutige Identifizierung eines Genotyps 
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auch bei Heterozygotie zu ermoglichen, wobei sich je- 
des einzelne Mitglied der Primerfamilie hinsichtlich des 
Nukleotids an seinem 3-Ende von jedem anderen Mit- 
glied unterscheidet (vgl. Abb. 2). 
[0090] Aufgrund der im wesentlichen gleichen Lange 
der vorhandenen Primer betragt die Anneal ingtempera- 
tur der Amplifikationsreaktion 65°C, so daft die ge- 
wunschten Extensionsprodukte unter den gewahlten 
Bedingungen bevorzugt nur an denjenigen definierten 
Positionen des DNA-Microarrays gebildet werden, wel- 
che durch die Anwesenheit des zu der zu bestimmen- 
den Variantensequenz im wesentlichen exakt komple- 
mentaren Primers gekennzeichnet sind. 
[0091] Im Anschluss an die Detektion gemaft Beispiel 
1 wird das erhaltene Fluoreszenzmuster mit den an- 
hand der Einzelsequenzen der verschiedenen Allele zu 
erwartenden Signalmusterpermutationen verglichen. 
Die jeweils durch den Vergleich aufgefundenen Uber- 
einstimmungen ermoglichen die zweifelsfreie Identifi- 
zierung derzu untersuchenden Genotyp-Varianten. 

Beispiel 3 

[0092] Abb.3: "Sequence Tag Aquisition": Spezifische 
Signatur-Sequenzierung ausgehend von einer bekann- 
ten Primersequenz mittels Primerfamilien. Die obere 
Halfte der Abb. schematisiert die Vorgange wahrend der 
Amplifikation, die untere Halfte die Situation zum Zeit- 
punkt der Detektion. In der oberen Halfte sind die Ne- 
benreaktionen an der Festphase im Gegensatz zu Abb. 
1 und 2 aus Ubersichtgrunden nicht dargestellt. 
[0093] Wie bei Beispiel 2 wird eine Konsensus-PCR 
durchgefuhrt. In diesem Fall wird die 16S-rDNA eines 
unbekannten Bakteriums amplifiziert. Das Amplikon ist 
in diesem Fall ca. 1200 bp lang. Sequenziert werden 
soil jedoch lediglich ein interner Bereich von 6 Nukloti- 
den in einem variablen, d.h. nicht konservierten Bereich. 
Dieser unbekannte Sequenzabschnitt wird ausgehend 
von einer konservierten Region ermittelt Hierzu werden 
Festphasenprimerfamilien verwendet, die sich, ausge- 
hend von einer konservierten Region, am 3-Ende je- 
weils durch die letzte Base unterscheiden, so dafc sich 
insgesamt 4 6 entsprechend 4096 Varianten ergeben 
(vgl. Abb. 3). Die Annealingtemperatur und die Gesamt- 
lange der Primer sind an die gewunschte Spezifitat an- 
gepaRt (s. Beispiel 2). Wie in Beispiel 2 angegeben, wei- 
sen die Primer Langen zwischen 18 und 27 Nukleotiden 
auf. 

[0094] Die Detektion erfolgt wie zuvor in Beispiel 2 be- 
schrieben. 

[0095] Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgt 
auf der Grundlage des Microarray-Designs. Durch die 
vom Design vorgegebene Gruppierung der einzelnen 
Reaktionsbereiche in Felder, die mit der ersten, zweiten, 
dritten, vierten, funften und sechsten Position derzu be- 
stimmenden Sequenz korrespondieren, erfolgt die Be- 
stimmung des 6 Nukleotide umfassenden DNA-Teilbe- 
reichs durch sukzessives Ablesen der fur jedes Feld er- 



haltenen Daten. Mit anderen Worten wird zuerst das 
Feld ausgewertet, in welchem ausgehend vom Design 
des Arrays die erste zu bestimmende Base ermittelt 
wird, bevor in Kenntnis des Ergebnisses aus diesem er- 

5 sten Feld die Bestimmung der Base an der zweiten Po- 
sition der zu ermittelnden Sequenz vorgenommen wird, 
u.s.w. Die jeweilige Untersuchung eines Feldes erfolgt 
durch Erfassung und Zuordnung der grdftten gemesse- 
nen Signalstarke. Selbstverstandlich konnen die Feld- 

10 messungen auch parallelisiert ablaufen. Erganzend 
wird in diesem Zusammenhang auf Abb. 3 verwiesen. 

Beispiel 4 

15 [0096] Abb.4: Signatur-Sequenzierung ausgehend 
von einer unbekannten Sequenz mittels Primer-He- 
xameren. Die obere Halfte der Abb. schematisiert die 
Vorgange wahrend der Amplifikation, die untere Halfte 
die Situation zum Zeitpunkt der Detektion. In der oberen 
20 Halfte sind die Nebenreaktionen an der Festphase im 
Gegensatz zu Abb. 1 und 2 aus Ubersichtgrunden nicht 
dargestellt. 

[0097] Eine unbekannte Sequenz wird mittels spezi- 
fischer Primer nach inverser PCR amplifiziert. Die inver- 
25 se PCR ist im Stand der Technik bekannt (vgl. z.B. C. 
R. Newton, A. Graham: "PCR", Spektrum Akademi- 
scherVerlag Heidelberg Berlin Oxford 1994, Seite 120ff. 
und die dort angegebenen weiteren Literaturstellen). In 
diesem Fall wird die "Border"-Sequenz eines integrier- 
30 ten Transgenkonstruktes im Mais-Kerngenom be- 
stimmt. Das Amplikon umfaBt 500 bp. Die Festphasen- 
primer P 3 sind alle 6 Nucleotide lang und unterscheiden 
sich in ihrer Sequenz. Es sind 4096 unterschiedliche 
Festphasenprimervarianten auf dem Chip. Es werden 
35 1 000 Kopien der Mais-DNA eingesetzt. Wiederum wer- 
den Standard-PCR-Bedingungen angewandt (s.o.). Al- 
lerdings wird die Annealingtemperatur nach Zyklus 20 
auf 30°C erniedrigt, urn die Festphase n-Amplifikation 
mit den Hexameren zu begiinstigen. 
40 [0098] Die Bestimmung der Sequenz erfolgt anschlie- 
liend durch Ermittlung der spezifisch gebildeten Exten- 
sionsprodukte, Zuordnung dieser ermittelten Werte zu 
den definierten Positionen des DNA-Microarrays, und 
Zusammenstellung der zu bestimmenden Sequenz im 
45 Rahmen einer ggf. Computer-unterstutzten Kombinato- 
rik, wobei die tatsachliche Aneinanderreihung der Ein- 
zeldaten zur Gesamtsequenz unter Nutzung der jeweils 
uberlappenden Sequenzbereiche vorgenommen wird. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur spezifischen Bestimmung von 
DNA-Sequenzen mittels paralleler Amplifikation in 
55 einem kombinierten Flussigphasen/Festpha- 
sen-DNA-Microarraysystem, indem man eine ver- 
schachtelte Polymerasekettenreaktion unter Ver- 
wendung von x PCR-Primersatzen aus jeweils min- 
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destens 3 PCR-Primem P^, P 2 1, P 3 1, P,2, P 2 2, 
P 3 2, P t 3, P 2 3, P 3 3, ... P^, P 2 x, P 3 x durchfuhrt, wo- 
bei x eine naturiiche Zahl bedeutet und der Anzahl 
der zu bestimmenden DNA-Sequenzen entspricht, 
und wobei fur jeden der x PCR-Primersatze 5 

(a) zwei auliere PCR-Primer P v P 2 so ausge- 
wahlt werden, daft sie an stromaufwarts und 
stromabwarts der zu amplifizierenden 
Ziel-DNA-Sequenz liegende DNA-Teilsequen- 10 
zen hybridisieren, 

(b) ein innerer PCR-Primer P 3 so ausgewahlt 
wird, daft er an eine innerhalb der zu bestim- 
menden Ziel-DNA-Sequenz liegende DNA-Teil- 1 5 
sequenz hybrid isiert und in der Lage ist, ein P 3 - 
Extensionsprodukt zu bilden, und 

(c) die x aulieren PCR-Primer Pj1, P 2 1, P^, 
P 2 2, P^, P 2 3 ? ... P^, P 2 x in der flussigen Pha- 20 
se gegenuber den x inneren PCR-Primern P 3 1 , 
P 3 2, P 3 3, ... P 3 x im UberschuB vorliegen, und 

(d) die x inneren PCR-Primer P 3 1 ? P 3 2, P 3 3, ... 
P 3 x an x raumlich beabstandeten definierten 25 
Positionen unter Bildung eines DNA-Microar- 
rays irreversibel an eine Festphase gebunden 
vorliegen, und 

(e) man die Bestimmung durch Ermittlung des 30 
Vorhandenseins eines P 3 -Extensionsproduk- 
tes an der definierten Position des 
DNA-Microarrays durchfuhrt. 

2. Verfahren zur Bestimmung von Punktmutationen 35 
mittels paralleler Amplifikation, bei dem man 

(a) unter Anwendung des Verfahrens nach An- 
spruch 1 eine Polymerasekettenreaktion 
durchfuhrt, durch welche samtliche x zu be- 40 
stimmenden Varianten amplifiziert werden, wo- 
bei 

(b) mindestens P 3 x Primerfamilien verwendet 
werden, wobei sich jedes einzelne Mitglied 45 
P 3 x-N der Primerfamilie hinsichtlich des Nu- 
kleotids an seinem 3-Ende von jedem anderen 
Mitglied unterscheidet, wobei N die unter- 
schiedlichen Nukleotide A, C, G und T bezeich- 
net, und die Annealingtemperatur der Amplifi- 50 
kationsreaktion so ausgewahlt wird, dad die 
gewunschten Extensionsprodukte nur an den- 
jenigen definierten Positionen des 
DNA-Microarrays gebildet werden, welche 
durch die Anwesenheit des zu der zu bestim- 55 
menden Punktmutation im wesentlichen exakt 
komplementaren Primers gekennzeichnet 
sind, 



(c) zur Amplifikation eine DNA-Polymerase 
ohne 3'-*5'-Exonuclease-Aktivitat verwendet 
wird, und 

(d) die Bestimmung der Punktmutation gemali 
Schritt (e) des Anspruchs 1 erfolgt. 

3. Verfahren zur Bestimmung der Sequenz von 
DNA-Teilbereichen mittels paralleler Amplifikation, 
bei dem 

(a) unter Anwendung des Verfahrens nach An- 
spruch 1 eine Polymerasekettenreaktion 
durchgefuhrt wird, durch welche samtliche x zu 
bestimmenden Sequenzen amplifiziert wer- 
den, wobei 

(b) mindestens P 3 x Primerfamilien verwendet 
werden, wobei sich jedes einzelne Mitglied 
P 3 x-N, ... P 3 x-Nn der Primerfamilie hinsichtlich 
seiner 1 bis n Nukleotide am 3-Ende von jedem 
anderen Mitglied unterscheidet, wobei N die 
unterschiedlichen Nukleotide A, C, G und T be- 
zeichnet, und n die Lange der zu bestimmen- 
den Sequenz(en) angibt, und die Annealing- 
temperatur der Amplifikationsreaktion so aus- 
gewahlt wird, daft die gewunschten Extensi- 
onsprodukte nur an denjenigen definierten Po- 
sitionen des DNA-Microarrays gebildet wer- 
den, welche durch die Anwesenheit des zu der 
zu bestimmenden Sequenz im wesentlichen 
exakt komplementaren Primers gekennzeich- 
net sind, 

(c) zur Amplifikation eine DNA-Polymerase 
ohne y-^'-Exonuclease-Aktivitat verwendet 
wird, und 

(d) die Ermittlung der zu bestimmenden Se- 
quenz(en) gemali Schritt (e) des Anspruchs 1 
erfolgt. 

4. Verfahren zur Bestimmung der Sequenz von unbe- 
kannten DNA-Teilbereichen mittels paralleler Am- 
plifikation, bei dem 

(a) unter Anwendung des Verfahrens nach An- 
spruch 1 eine Polymerasekettenreaktion 
durchgefuhrt wird, durch welche die Abfolge 
samtiicher n Nukleotide der zu bestimmenden 
Sequenzen ermittelt wird, wobei 

(b) ein samtliche Permutationen umfassender 
Satz von inneren Primern P 3 mit einer bestimm- 
ten Lange n verwendet wird, wobei mehrere 
Primer mit einer jeweils unterschiedlichen Re- 
gion der zu bestimmenden Sequenz exakt hy- 
bridisieren und Extensionsprodukte definierter 
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Lange bilden konnen, und sich jeder einzelne 
dieser Primer an einer anderen definierten Po- 
sition des DNA-Microarrays befindet, 

(c) zur Amplifikation eine DNA-Polymerase 5 
ohne 3'-»5'-Exonuclease-Aktivitat verwendet 
wird, und 

(d) die Bestimmung der Sequenz durch Ermitt- 
lung der in Schritt (b) gebildeten Extensions- 10 
produkte, Zuordnung dieser ermittelten Werte 

zu den definierten Positionen des DNA-Microar- 
rays, und Zusammenstellung der zu bestim- 
menden Sequenz im Rahmen einer ggf. Com- 
puter-unterstiitzten Kombinatorik erfolgt, wo- *5 
bei die tatsachliche Aneinanderreihung der 
Einzeldaten zur Gesamtsequenz unter Nut- 
zung der jeweils iiberlappenden Sequenzbe- 
reiche vorgenommen wird. 

20 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei die x au&eren PCR-Primer P t 1, P 2 1, 
P^, P 2 2, P^, P 2 3, ... P^, P 2 x gegenuber den x 
inneren PCR-Primern P 3 1, P 3 2, P 3 3, ... P 3 x in ei- 
nem 10 2 - bis 10 12 -fachen f vorzugsweise in einem 25 
ICrMachen Uberschufl vorliegen. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei die Schmelztemperaturen der zwei au- 
fieren PCR-Primer P 1 und P 2 gegenuber derjeni- 30 
gen des inneren Primers P 3 unterschiedlich sind. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei die Festphase unter Metalloberflachen, 

mit Si0 2 bedampften Metalloberflachen, Metall/ 35 
Halbmetalloxidoberflachen, Glasoberflachen, Poly- 
meroberflachen, Nylonmembranen oder Nitrocellu- 
losemembranen ausgewahit ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Metallober- *o 
flache aus Aluminium oder Gold, die Metall/Halb- 
metalloxidoberflache aus Al 2 0 3 oder Si0 2 , die Gla- 
soberflache aus Quarzglas und die Polymeroberfla- 
che aus Polypropylen, Polymethylmethacrylat oder 
Cycloolefin-Copolymeren ist. 45 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die x inneren 
PCR-Primer P 3 1, P 3 2, P 3 3, ... P 3 x an eine Metall/ 
Halbmetalloxidoberflache oder Glasoberflache 
uber ein bifunktionelles Silan, das am Siliciumatom 50 
ein(e), zwei oder drei hydrolysierbare(s) Atom(e) 
oder Gruppe(n) aufweist, gebunden sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die hydrolysier- 
baren Atome oder Gruppen Halogenatome, C r C 4 - 55 
Alkoxy- C r C 4 -Acyloxy- oder Aminogruppen um- 
fassen. 



22 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei die 
zweite funktionelle Gruppe des bifunktionellen 
Silans nucleophile Substitutionsreaktionen, nucleo- 
phile Additionsreaktionen, Diels-Alder-Reaktionen 
oder radikalische Substitutionsreaktionen einge- 
hen kann. 

12. Verfahren nach Anspruch 11 , wobei es sich bei der 
zweiten funktionellen Gruppe des bifunktionellen 
Silans urn eine reaktive Doppelbindung, Diengrup- 
pe, dienophile Gruppe, Epoxy-, Aldehyd-, Hydro- 
xy-, Carbonsaure-, Aktivester-, Amino, Disulfid-, 
Thiol-, Aziridin-, Azlacton-, Isocyanat-, Isothiocya- 
nat-, Azidgruppe oder reaktive Austrittsgruppe han- 
delt. 

1 3. Festphasen-DNA-Microarray zur Ausfiihrung eines 
Verfahrens gemaR einem der Anspruche 1 bis 12, 
auf dem an x raumlich beabstandeten Positionen x 
innere PCR-Primer P 3 1, P 3 2, P 3 3, ... P 3 x irreversi- 
bel an die Festphase gebunden sind. 

14. Festphasen-DNA-Microarray nach Anspruch 13, 
bei dem aufierdem einzelne oder alle der fur die 
durchzufuhrenden Raktion(en) erforderlichen Kom- 
ponenten wie DNA-Polymerase, geeignete Puffer- 
substanzen, samtliche Desoxynucleosidtri phos- 
phate und die x aufceren PCR-Primer P 1 1 , P 2 1 , P^, 
P 2 2, P^, P 2 3, ... P^, P 2 x reversibel dehydratisiert 
auf der Oberflache vorliegen. 

15. Festphasen-DNA-Microarray nach Anspruch 13 
oder 14 in Form eines n Lab-on-a-Chip"-Systems, 
bei dem ferner Einrichtungen zum Heizen, Kuhlen, 
Temperaturregeln, Mischen und Messen auf dem 
Microarray integriert sind. 
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Abb.l 
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Abb. 2 
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Abb. 5 
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